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摘要 : 电喷雾质谱正离子模式研究了在酸和盐的诱导下蛋白质的折叠状态. 研究表明 ,用酸去折叠后的溶菌酶在相
同电喷雾质谱条件中有表现出比紧密折叠的蛋白质相对低的电荷状态 ,而细胞色素 C 的电荷状态却相反. 在相当宽
的挥发性盐浓度范围内 ,电喷雾质谱对蛋白质的检测都表现出良好的信号 ,而在高盐浓度下 ,传统的检测方法如圆
二色谱则无法检测 ,这一结果为高盐浓度的下蛋白质的研究提供一个手段. 同时考察了主要仪器条件的设定对测定
的影响.
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1988 年的 ASMS 会议上 ,John Fenn 首次提出
电喷雾离子化方式并应用于蛋白质分析[1 ] . 几年
后 ,出现了应用该离子化方式的商业产品 ,继而发展
了一系列的联用技术[2 ,3 ] . 近年来 ,随着软电离源
ESI、MALDI 的发展 ,生物质谱在蛋白质、肽的分析










1 . 1 　仪器和试剂
Bruker Dalton Esquire3000Plus 液相色谱2离子
阱质谱联用仪 (美国 Bruker 公司) ,配置电喷雾离子
源 ,74900Series 自动进样器 ,最大扫描 6 000 ;
溶菌酶 (Sigma) ,细胞色素 C(Merck) ,水为去离
子水 ,冰醋酸 (分析纯 ,上海化学试剂公司) ,经重蒸 ,
醋酸铵 (生化纯 ,上海生物化学试剂公司) .
1 . 2 　实验条件
质谱检测条件 :正离子模式 ( Positive mode) ;扫
描范围 (Range) 800～2 000 m/ z ; ICC 20000 ; 目标
分子量 ( Target mass) 1 430 ; 积聚时间 ( Max accu
time) 200 ms ;喷雾气 (Nebulizer) (N2) 10 psi ;干燥气
(Dry N2 gas) ( N2) 10 L/ min ;干燥温度 (Dry temp)










2 . 1 　酸诱导下蛋白质电喷雾质谱的分析
　图 1 　溶菌酶电喷雾质谱图
　Fig. 1 　Mass spectrometry of Lysozyme : a. p H = 7 , b.
p H = 2 (ΔCS = 200 V)
溶菌酶在天然状态下含有 29 %的α螺旋和
11 %的β折叠 ,溶液中靠 4 个二硫键的作用稳定存
在 , 是 1 个碱性蛋白. 溶菌酶在正离子模式下的电
喷雾质谱如图 1a 所示. 它表现出一系列的电荷状
态 ,其中最高的为 10 + (1 431. 6) . 在酸诱导的情况
下 (p H = 2) ,溶菌酶的最高电荷状态为 9 + (1 590. 4) (则




荷状态 ,7 + 和 8 + 为最强的峰. 细胞色素 C 在正离
子模式下的电喷雾质谱如图 2a 所示. 其所带电荷最
高为 10 + (1 237. 1) . 在酸诱导的情况下 (p H = 2) ,最
高电荷状态为 17 + (728. 3) (见图 2b) ,朝高电荷状
态移动. 与溶菌酶相反 ,表现出比中性条件下更高的
电荷聚集状态.
　图 2 　细胞色素 C 电喷雾质谱图
　Fig. 2 　Mass spectrometry of Cytochrome C : a. p H = 7 ,
b. p H = 2 (ΔCS = 200 V)
　图 3 　醋酸铵缓冲液浓度对溶菌酶电喷雾质谱图的影
响
　Fig. 3 　 Influence of concentration of NH4Ac on
Lysozyme mass spectrometry.
a. 1 mmol/ L , b. 1 mol/ L (ΔCS = 200 V) p H
= 7. 0
2 . 2 　醋酸铵缓冲液浓度对蛋白质的影响
质谱测定中的缓冲液有几个作用 :1) 调节溶液
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酸的盐溶液 (醋酸铵) 作为缓冲液. 用溶菌酶为例考
察了不同醋酸铵浓度 ( 1 mmol/ L , 100 mmol/ L , 1
mol/ L)对蛋白质的影响 (见图 3) . 在相同的质谱条
件下 ,溶菌酶的聚集状态并没有发生改变. 而在 1




2 . 3 　质谱条件对蛋白质电荷状态的影响
　图 4 　毛细管2刮口电压 (ΔCS)大小对溶菌酶电喷雾质
谱图的影响
　Fig. 4 　Influence of capillary2skimmer voltage (ΔCS) on
Lysozyme mass spectrometry. a. 100 V ,
b. 200 V c. 300 V
质谱仪器参数的选择对蛋白质电荷状态的改变
也有一定的影响 ,我们在实验过程中考察了 100
mmol/ L 醋酸铵缓冲液中 ,不同毛细管2刮口电压
(ΔCS : capillary2skimmer voltage) 的影响. 随着ΔCS
的增加 ,蛋白质的电荷状态略有下降.ΔCS 为 300 V
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Abstract : The application of positive ion mode mass spectrometry (MS) to large biomolecules has been revolu2
tionized in the past decade with the development of electrospray ionization ( ESI) and matrix2assisted laser des2
orption/ ionization (MALDI) techniques. ESI permits solvent evaporation and sublimation of large biomolecules
into the gaseous phase , respectively. ESI has allowed the determination of accurate molecular mass and the de2
tection of chemical modification at high sensitivity. The interface of mass spectrometry hardware and new ex2
tended mass spectrometric methods has resulted in the use of MS for protein conformations (native , denatured ,
folding intermediates) , protein folding/ unfolding and protein2protein or protein2ligand interactions. In this pa2
per , ESI2MS was used to study protein charge statement with acid and salt . HEWL (hen egg white lysozyme)
and Cytochrome C were taken for example to investigate their foldings under different condition. It was found
that the concentration of salt had not much influence on protein folding status and p H of the solution should be
paid more attention to different protein during the experiment . This technique is appropriate for the protein ob2
servation in high salt solution. At the same time , inst rument parameter was considered. In this paper , the influ2
ence of ΔCS (capillary2skimmer voltage) was studied. WhenΔCS increased , the charge state of protein de2
creased. To extend this methodology , more native substance could be used to recognize anions by ESI2MS. This
technique is hoped to do more work in continuing work.
Key words : protein ; electrospray ionization mass spectrometry ( ESI2MS)
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